VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des An m elders oder Anwalts 

H 1017 wd 


WE1TERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/IS A/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/00363 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

04/02/2000 


(Fruhestes) Priorrtatsdatum (T ag/Monat/Jahr) 

05/02/1999 


Anmelder 

HILDT, Eberhard; et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermrttelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _ 5 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweifs eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berlchts 

a. Hinsichtlich der Sproche ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

j j Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b, Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

[ X j in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. ' 

| | zusammen mrt der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

j j bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

[ X | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[X| Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schrrftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

j"X~| Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaOten Informationen dem schrrftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



2. 
3. 



j X | Bestlmmte Anspriiche ha ben sich als nicht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Elnhettllchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezetchnung der Erflndung 

| X | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| j wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

j | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Fefd III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
[X] Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vortegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



I | wie vom Anmelder vorgeschlagen j | keine der Abb. 

| j weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
j j weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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Feld III 



WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



Zeile 8 nach "aufweist" neuen Absatz einfiigen: 

" Bevorzugt sind Hepatitis B Vi ruspart i kel , die ein rekombinantes LHB 
(large surface protein) exprimi eren , bei dem die PreSl Domaine gegen die 
alphaBbetal Integrin-bindende Domaine von Fibronektin ausgetauscht wurde, 
bzw. Hepatitis B Vi rusparti kel , die ein Fusi onsprotein enthalten, das 
die PreS2 Domaine, das HBV core Protein und die alphaSbetal Domaine umfassen, 
urn eine veranderte gewebespezi f i sche Anheftung der Vi rusparti kel zu 
erzielen. " 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/00363 



A. KLASSJF121ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES -,«..,,-/«-, 

IPK 7 C12N15/36 C07K14/02 C12N15/62 C07K19/00 C12N15/87 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der national en Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEB1ETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C07K A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die rec here hie tten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, STRAND , BIOSIS 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezetchnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 93 20221 A ( YOUNG ALEXANDER T) 
14. Oktober 1993 (1993-10-14) 
Seite 5, Zeile 16 -Seite 7, Zeile 17; 
Anspruche 1-3,9,10,14-17,22,23 



DMITRIEV I 
with Genetic 
Demonstrates 
Uti 1 i zati on " 
Adenovirus R 
Mechani sm" 
JOURNAL OF V 
Bd. 72, Nr. 
Seiten 9706- 
Seite 9710, 
9712, Spalte 



ET AL. : "An Adenovirus Vector 
al ly Modi f i ed Fi bers 

Expanded Tropism via 
of a Coxsackievirus and 
eceptor-Independent Cell Entry 

IR0L0GY, 

12, Dezember 1998 (1998-12), 
9713, XP002144482 
Spalte 2, Zeile 26 -Seite 
1 , Zeile 6; Abbi ldung 8 



1-4,13, 
15,18 



1,2,4,9, 
13,15,18 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



0 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nichi als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicnt worden ist 

"f Veroffentlichung. die geeignet ist, einen Priori tats anspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Gnind angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Ausstetlung oder andere MafJnanmen bezieht 
"P" Veroffentlichung. die vor dem intemationalen Anmetdedatum, aber nach 

dem beanspfuchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



*T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kolltdiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeiiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeiiegenden 
Theorie angegeben ist 

*X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recnerche 



8. August 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



22/08/2000 



Name und Postanschritt der Intemationalen Rechefcti»..*nbeh6rde 
Europaisches Patemamt. P.O. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (01-70) 340-2040. T*. 31 651 euo nl. 
Fax: (-31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Schbnwasser, D 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzetchen 

PCT/DE 00/00363 



C-(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Verorfentfichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 97 24453 A (CHIRON CORP) 
10. Jul i 1997 (1997-07-10) 
Anspruche 1,59-61 

0ESS S. ET AL.: "Novel cell permeable 
motif derived from the PreS2-domain of 
hepatitis-B virus surface antigens" 
GENE THERAPY, 

Bd. 7, Nr. 9, Mai 2000 (2000-05), Seiten 
750-758, XP000925809 
das ganze Dokument 

SCH0DEL F ET AL: "Hybrid hepatitis B 
virus core antigen as a vaccine carrier 
moiety: I. Presentation of foreign 
epitopes" 

JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, 
Bd. 44, Nr. 1, 

26. Januar 1996 ( 1996-01-26) Sei ten 
91-96, XP004036853 
ISSN: 0168-1656 
das ganze Dokument 



1,2,4, 
13,15,18 



1-18 



1-18 
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1NTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/00363 



Feld f Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherche nbericht ersteltt: 



1 . X Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namiich 

Insoweit als sich der Anspruch 18 auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschl i chen/ tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung . 

2. j | Anspruche Nr. 

weit sie sich auf Teile der international Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daO etne sinn voile internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namiich 



3. | | Anspruche Nr. 

weii es sich dabei urn abhangige Anspruche handeft. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Reget 6.4 a) abgefaRt sind. 



Feld II Bemerkungen bet mangelnder Einheitfichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationate Recherchenbehorde hat festgestellt, dafi diese internationale Anmetdung mehrere Erfindungen enthalt: 



1. J J Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche 



2 j j Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahfung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. j j Da der Anmelder nur etnige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

' ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namiich auf die 

Anspruche Nr. 



4, | ^ j Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichte*. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese is; in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hlnslchtllch elnes Wlderspruchs j j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahtt. 

j j Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichungen. die zur sefben Patentfamilie gehoren 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/00363 



lm Recherche nbericht 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
Veroffentlichung 


Mrtglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Veroffentlichung 


WO 9320221 A 


14-10-1993 


AU 


3940293 


A 


08-11-1993 






CA 


2133411 


A 


14-10-1993 






EP 


0633943 


A 


18-01-1995 






JP 


7505773 


T 


29-06-1995 



W0 9724453 A 10-07-1997 EP 0880596 A 02-12-1998 



FtKTDblan PCT/1SA/210 (Anfving Patonrtami)(el{Juii 1992) 



C oy for the Elected Office (EO/US) 
PAl r_.\IT COOPERATION TREAT\ 



PCT/DE00/00363 



PCT 



NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 



Date of mailing (day/month/year) 

18aout2001 (18.08.01) 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



To: 



GRUND, Martin 
Dr Volker Vossius 
Holbeinstrasse 5 
81679 Munchen 
ALLEMAGNE 



Applicant's or agent* s file reference 
319-2 PCT 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/DEOO/00363 



International filing date (day/month/year) 
04 fevrier 2000 (04.02.00) 



1- The following indications appeared on record concerning: 
| | the applicant [^| the inventor 



the agent | | the common representative 



Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


HUBER, Bernard 
Huber / Schusster 
Truderinger Strasse 246 
81825 Munchen 
Germany 






Telephone No. 

089/42 72 47 48 


Facsimile No. 

089/42 72 47 49 






Teleprinter No. 



2.^The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| X| the name 



the person 



the address the nationality the residence 



Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


GRUND, Martin 
Dr Volker Vossius 
Holbeinstrasse 5 
81679 Munchen 
Germany 






Telephone No. 
089/99 84 79-6 


Facsimile No. 

089/99 84 79-79 






Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 



4. A copy of this notification has been sent to: 
j Xf the receiving Office 
| | the International Searching Authority 
J | the International Preliminary Examining Authority 



| | the designated Offices concerned 
| X| the elected Offices concerned 
other: former agent 



The International Bureau of W1PO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Kari Huynh-Khuong 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 



004220530 



KATENT COOPERATION TREm i Y 



PCT/DE00/O0363 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION* 

(PCT:Rule61.2) 



Date of mailing (day/month/year) 

23 October 2000 (23.10.00) 



To: 



Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark . 

Office i'Fii;V ■"■ 

Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 



International application No. 
PCT/DE00/00363 



Applicant's or agent* s file reference 
H 1017 wd 



International filing date (day/month/year) 
04 February 2000 (04.02.00) 



Priority date (day/month/year) 

05 February 1999 (05.02.99) 



Applicant 

HILDT, Eberhard et al 



1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

01 September 2000 (01.09.00) 



I | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | Xj was 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Kari Huynh-Khuong 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



DE0000363 




PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
H 1017 st 


SeeNotiflcationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Forni PCT/1PEA/416) 


International application No. 

PCT/DEOO/00363 


International filing date {day month year) 
04 February 2000 (04.02.00) 


Priority date [day month year) 

05 February 1999 (05.02.99) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/36 



Applicant 

HILDT. Eberhard 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 5 sheets, including this cover sheet. 

□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 

3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) w ith regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

01 September 2000(01.09.00) 


Date of completion of this report 

25 April 2001 (25.04.2001) 


Name and mailing address of the 1PEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



11 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIM 


[>3 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DEOO/00363 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application :< 
[X] the international application as originally filed 

[X] the description: 

pages 

pages 

pages 



1-18 



. as orieinallv filed 



. filed with the demand 



. filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 
pages 
pages 



1-18 



. as originally filed 

. as amended (together with any statement under Article 19 

. filed with the demand 



. filed with the letter of 



the drawings: 
pages 
pages 
pages 



1/2.2/2 



. as orieinallv filed 



. filed with the demand 



. filed with the letter of 



| | the sequence listing pan of the description: 
pages 

pages 

pages 



. as orieinallv filed 



. filed with the demand 



. filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherw ise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

| [ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
I 1 the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

| | contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequent ly to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

I I the claims. Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



. I | This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
3 ' ' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "original Iv fifed'' and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.) 6 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item f and annexed to this report. 
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International application No. 
PCT/DE 00/00363 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) Claims 5-8, 10-12 YES 

Claims 1-4, 9, 13-18 NO 

Inventive step (IS) Claims YES 

NO 



Claims 1-18 



Industrial applicability (IA) Claims 1-17 



YES 



Claim s 18 (see Box VIII. 3) no 



2. Citations and explanations 



(The arguments put forward by the applicant have been taken 
into consideration in this report.) 

The available prior art makes no explicit mention of 
particles as per Claim 1, that is particles whose protein 
casing contains a cell-permeability-imparting peptide. 
Nevertheless, the particles described in the category "X" 
documents cited in the search report (WO-A- 93/2022 1 (1), 
WO-A-97/24453 (2) and Dmitriev I. et al . , Journal of 
Virology (3)) appear to be prejudicial to the novelty of the 
subject matter of Claims 1-4, 9 and 13-18 of the present 
application. Document (3) shows that the RGD motif not only 
functions as a heterologous binding site but also improves 
gene transfer (see (3), page 9710, right-hand column, last 
paragraph) . This phenomenon suggests that the RGD motif 
seems to function not only as a cell-specific binding site 
but also as a cell-permeability-imparting peptide in 
accordance with the present application (see page 2, line 
25 ff.). This assumption is also supported by Example 1 in 
the present application, in which a particle as per the 
invention is produced which contains only one surface 
protein (LHB) with a heterologous RGD binding site. 
Attention is drawn also to the fact that the terms used in 
Claim 1 ("comprising", "comprises" and "has") are understood 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/DE 00/00363 



to mean "containing" and not "consisting of". 

Accordingly it is not possible to acknowledge Claims 1-4, 9 
and 13-18 as novel at this time. 

These claims thus fail to meet the requirements of PCT 
Article 33 (2) and (3) . 

The remaining claims appear to be novel over the available 
prior art. However, the subject matter of the said claims 
can be considered to represent embodiments which are obvious 
to a person skilled in the art and do not involve an 
inventive step. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 









International application No. 






INTERNATIONAL PRELIMINARY" EXAM IN ATI ON REPORT 


PCT/DE 00/00363 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. For the sake of clarity, the functional term "cell- 
permeability-imparting peptide" should be 
supplemented by a technical feature (sequence) . 



Claim 8 is incomplete and therefore unclear. 

The phrase "or an amino acid sequence which differs 
therefrom by virtue of one or more amino acids" in 
Claim 14 makes the scope of protection of the claim 
unclear (PCT Article 6) . 

Claim 18 relates to subject matter which, in the 
opinion of the IPEA, falls under PCT Rule 67.1(iv)., 
Consequently no expert opinion has been established*, 
regarding the industrial applicability of the subject 
matter of this claim (PCT Article 34(4) (a) (i) ) . 
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Partikel zur Genttierapie 



Die vorliegende Erfindung betrifft Nukleinsaure enthaltende 
Partikel, die gezielt an Zellen binden und in diese ihre 
5 Nukleinsaure einfuhren konnen. Ferner betrifft die Erfindung 

Verfahren zur Herstellung solcher Partikel und hierfiir 
geeignete Mittel sowie die Verwendung der Partikel zur 
Gentherapie . 

10 Fur eine Gentherapie ist es wichtig ein Gentransf ersystem zu 

haben, das spezifisch ist, d.h. mit dem gewiinschte Zellen 
erreicht und in diese Gene eingefiihrt werden konnen. Bei 
Leberzellen kann dies prinzipiell mit einem modif izierten 
Hepatitis B-Virus (HBV) als Vektor moglich, da HBV 

15 leberzellspezif isch ist. Fur andere Zellen, z.B. Fibroblas ten , 

existiert jedoch kein Gentransf ersystem, das bef riedigende 
Ergebnisse lief ert . 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
20 ein Gentransf ersystem berei tzustelien, das spezifisch ist, 

d.h. mit dem gewiinschte Zellen erreicht und in diese Gene 
eingefiihrt werden konnen. 

Erf indungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den 
25 Patentansprtichen erreicht . 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders, daS Nukleinsaure enthaltende Partikel, die ein 
Fusionsprotein aufweisen, welches ein Virus-Protein, ein 

30 Zellpermeabilitat-vermittelndes Peptid, insbesondere ein 

solches der deutschen Patentanmeldung 198 50 718.6, und eine 
heterologe zel 1 spez i f ische Bi ndungs s t e 1 1 e umfaSt, an 
entsprechende Zellen binden und in diese ihre Nukleinsaure 
einfiihren konnen. Be i spi elswei s e hat er Nukleinsaure 

35 enthaltende HBV- Partikel hergestellt, die an Fibroblas ten 

binden und in diese ihre Nukleinsaure einfuhren. Hierzu hat er 
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die Hepatocyten-Bindungss telle, die. in der Region PreSl , 
insbesondere zwischen den Aminosauren 21-47, des grofien 
Oberflachenproteins von HBV (LHBs) vorliegt, gegen die cx5£l- 
Integrin-Bindungsstelle von Fibronektin ausgetauscht, wobei 
5 das Zellpermeabili tat-vermi ttelnde Peptid, das in der Region 

PreS2 von LHBs vorliegt, erhalten blieb. Ferner hat er 
Partikel mit Fibroblasten-Spezif i tat hergestellt, indem er das 
Core-Protein von HBV (HBcAg) mit der a5£l-Integrin-Bindungs- 
s telle von Fibronektin und dem vorstehenden Zellpermeabili tat- 
10 vermittelnden Peptid verbunden hat. Desweiteren hat er 

erkannt, daS die in den Partikeln enthaltene Nukleinsaure in 
den Zellen exprimiert wird. 

Erf indungsgemaS werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, 
15 Partikel bereitzustellen, umfassend: 

(a) eine Proteinhiille mit einem Fusionsprotein, das ein 
Virus -Protein, ein Zellpermeabili tat-vermi ttelndes Peptid 
und eine heterologe zel lspez i f ische Bindungsstelle 

20 umfafit, und 

(b) eine in der Proteinhiille vorliegende Nukleinsaure, die 
Sequenzen fur ein Virus-spezif isches Verpackungs signal 
und ein Struktur-Gen aufweist. 



25 Der Ausdruck " Zellpermeabili tat-vermi ttelndes Peptid" umfaSt 

jegliche Peptide, die Substanzen; insbesondere Proteinen-, eine 
Zellpermeabilitat vermitteln konnen. Dies sind insbesondere 
jene Peptide, die in der deutschen Patentanmeldung 198 50 
718.6 des Anmelders genannt sind. Besonders bevorzugt ist ein 

30 Peptid, das die folgende Aminosaure- { DNA) -Sequenz umf aSt : 



? l s s r = s a i g o 



c 



r 



t Co AGG A i i GGG GAC CC i 



Der Ausdruck " zellspezif ische Bindungsstelle" umfaSt jegliche 
Bindung.ss tellen von Proteinen und sonstigen kleinen Molekulen, 
"uber welche die Proteine bzw. die Molekiile an Zellen binden 
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konnen. Beispiele solcher Bindungsstellen finden sich in 
Cytokinen und Wachs turns f aktoren . Ferner finden sie sich in 
Liganden von Hormon-, Neurotransmitter-, Blutzellenober- 
flachen- und In t egr in - Re z ep t oren . Eine bevorzugte 
5 Bindungsstelle ist die ccSJSl-Integrin-Bindungss telle von Fibro- 

nektin. Diese wird nachstehend mit RGD bezeichnet und umfaSt 
die Minosauren Arginin, Glycin und Aspartate 

Der Ausdruck "Virus" umfafit DNA- und RNA-Viren, insbesondere 
10 Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren, Vacciniaviren , 

Baculoviren, Hepatitis C-Viren, Hepatitis A-Viren, 
Inf luenzaviren und Hepadna- Viren . ^ Beispiele letzterer sind 
HBV, WHV { "woodchuck hepatitis virus") GSHV ("ground squirrel 
hepatitis virus"), RBSHV ("red-bellied squirrel hepatitis 
15 virus") DHV ("Pekin duck hepatitis virus") und HHV ("heron 

hepatitis virus"), wobei HBV bevorzugt ist. 

Der Ausdruck "Virus -Protein" betrifft jegliches Protein eines 
vorstehenden Virus, das als ganzes oder teilweise in einem 
20 Fusionsprotein zusammen mit einem Zellpermeabili tat-vermit- 

telnden Peptid und einer heterologen zel lspezif ischen Bin- 
dungsstelle in Form eines weiteren Peptids vorliegen kann. Das 
Protein kann auch bereits das Zellpermeabili tat- vermi ttelnde 

Peptid enthalten. Ein Beispiel fur ein solches Protein ist 

"25- - "LHBs : — Di"es-es— wird-" wi-e—ander e~~Ober f lacbren"- ProXe'ine"" und"" Core" 

Proteine, z.B. HBcAg, bevorzugt. Der Ausdruck "heterolog" 
weist' darauf hin, da£ das Protein von Natur aus nicht die 
vorstehende zellspezif ische Bindungsstelle aufweist. Giinstig 
kann es sein, wenn die homologe, d.h. von Natur aus 
30 vorliegende Bindungsstelle des Proteins ausgeschal tet ist. 

4 .. Besonders giinstig kann es sein, wenn die homologe durch die 

heterologe Bindungsstelle ersetzt ist. 

Der Ausdruck "Nukleinsaure" umfafit RNA und DNA, wobei beide 
35 einzels trangig und/oder doppels trangig sein konnen. 



Der Ausdruck " Virus-spezif isches Verpackungssignal " weist auf 
eine Signalsequenz in vorstehender Nukleinsaure hin, mittels 



WO 00/46376 PCT/DE00/00363 - 

4 

dieser die Nukleinsaure in die Proteinhiille eines Partikels 
verpackt wird. Die Signalsequenz ist spezifisch fur ein 
vorstehendes Virus. Sine bevorzugte Signalsequenz ist jene von 
HBV. Diese f indet sich auf der HBV-DNA und wird in der 
5 Literatur mit Epsilon bezeichnet. 

Der Ausdruck " Struktur-Gen" urafaSt Gene, die fur Polypeptide 
(Proteine) kodieren. Beispiele von Polypeptiden sind 
Tumornekrosefaktor, Interferone, Interleukine , Lymphokine, 

10 Wachstumsfaktoren, Plasmaproteine , z.B. Gerinnungsfaktoren und 

S to f fwechs el enzyme , und Rezeptoren. Insbesondere konnen die 
Polypeptide solche sein, welche cLLe Immunogeni tat von Zellen 
steigern konnen. Dies konnen Polypeptide sein, die Tumorzellen 
fehlen, z.B. Cytokine, wie IL-2 und GM-CSF, und 

15 kostiraulatorische Molekiile, wie B7-1, Tumor-assoziierte 

Antigene, z.B. MAGE1 , Tyrosinasen und virale Polypeptide, z.B. 
E7 von human em Papillomvirus und EBNA-3 - Polypept id von 
Eps tein-Barr-Virus . Ferner konnen die Polypeptide Adapter - 
Polypeptide, Oligomeris ierungsmotive eines Polypeptids, 

20 Polypeptidf ragmente von Virus-Hullpolypeptiden und Hormone 

sein. Ferner umfaSt der ■ Ausdruck " Struktu'r-Gen " Antisense- 
Oligonukleotide , Peptid-Nukleinsauren, Cons ensus - Sequenz en fur 
Transkriptionsf aktoren und Ribozyme. 

- 25 Er fx ndungs g ema& -we r d en" P a r ti kel~ be vor z ug t~; d ie' e :i" n"~ 

Fusionsprotein enthalten, das ein LHBs oder Fragmente davon 
und eine heterologe Bindungsstelle , insbesondere RGD, umf aSt . 
Gunstig ist es ( wenn die heterologe Bindungsstelle, 
insbesondere RGD, anstelle der homologen Bindungsstelle 
30 vorliegt. Besonders bevorzugt ist es , wenn das Fusionsprotein 

die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder eine hiervon durch eine 
oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminos auresequenz 
aufweist. 

35 Des weiteren werden Partikel bevorzugt, die ein Fusionsprotein 

enthalten, das ein HBcAg, ein Zellpermeabilitat-vermi ttelndes 
Peptid, z.B. ein solches der deutschen Patentanmeldung 19 8 5 0 
-718.6, insbesondere mit der vorstehend angegebenen Aminosau- 
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resequenz, und eine heterologe Bindungsstelle, insbesondere 
RGD , umf aSt . Besonders bevorzugt ist es, wenn das 
Fusionsprotein die Aminosauresequenz von Fig. 2 oder eine 
hiervon durch eine oder mehrere Aminosauren unterschiedliche 
Aminosauresequenz aufweist. 

Der Ausdruck "eine durch eine oder mehrere Aminosauren 
unterschiedliche Aminosauresequenz" weist darauf hin, dafi 
diese Aminosauresequenz ein Fusionsprotein kennzeichnet, das 
vergleichbare Elemente und Funktionen wie das Fusionsprotein 
von. Fig. 1 oder Fig. 2 aufweist, sich allerdings bis zu 20 %, 
vorzugsweise 10 %, von der Aminosauresequenz von Fig. 1 oder 2 
unterscheidet . 

Ein erf indungsgema£es Partikel kann durch libliche Verfahren 
hergestellt werden. Enthalt das Partikel z.B. ein 

Fusionsprotein, das ein LHBs umfaSt, in dem die homologe durch 
eine heterologe Bindungsstelle , insbesondere RGD, ersetzt ist, 
so ist ein Verfahren guns tig, das folgende Verf ahrensschri tte 
aufweist: 

(a) Co-Transf ektion von Zellen, die fur ein Heptatitis 
B-Virus-Genom kodieren, wobei* diese kein LHBs 

e xpr-i-m-i-e ren-i — mit e4aem— e-rg-te n Expr e^s-ioa-sve- ktor , — de-r— 

fur ein Fusionsprotein kodiert, das ein LHBs umfafit, 
in dem die homologe durch eine heterologe 
Bindungsstelle, insbesondere RGD, ersetzt ist, und 
mit einem zweiten Express ionsvektor, der ein Virus- 
spezifisches Verpackungs signal und ein Struktur-Gen 
aufweist, und 

(b) Isolierung und Reinigung des Partikels . 

Enthalt das Partikel ein Fusionsprotein, das ein HBcAG, ein 
Zellpermeabili tat-vermi ttelndes Peptid gemaS der deutschen 
Pa t en tanmeldung 198 50718.6, insbesondere jenes mit 
vorstehender Aminosauresequenz, und eine heterologe 
Bindungsstelle, insbesondere RGD, umfafit, so ist ein Verfahren 
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guns tig, 



das folgende Verf ahrensschri tte umf afit : 



(a) 



Co-Transfektion von Zellen, die fur" eine HBV- 



Polymerase kodieren, mit einem ersten 
Expressionsvektor, der fur ein Fusionsprotein 
kodiert, das ein HBcAg, ein Zellpermeabili tat- 
vermittelndes Peptid gemaE der deutschen Patentan- 
meldung 198 50718.6, insbesondere j enes mit 
vorstehender Arainosauresequenz , und eine heterologe 
Bindungss telle, insbesondere RGD , umfaSt, und mit 
einem zweiten Expressionsvektor, der ein Virus- 
spezifisches Verpackungssignal und ein Struktur-Gen 
aufweist , und 

(b) Isolierung und Reinigung des Partikels . 

Hinsichtlich der Ausdriicke "Expressionsvektor", "Zellen" , und 
"Isolierung und Reinigung" wird auf nachstehende Aus f ilhrungen , 
insbesondere in den Beispielen, verwiesen. Die Zellen steilen 
ebenfalls einen Gegenstand der vorliegenden Erfindung dar. 
Bezuglich der anderen Ausdriicke wird auf vorstehende 
Ausfiihrungen verwiesen. 

-E-i-n — we-i-eerer — Gegens-fea-nd — der — vor-H-egenden — Brf-i-ndun g i s-t — e-i-n- 
Fusionsprotein, das ein LHBs oder Fragment e davon und eine 
heterologe Bindungss telle , insbesondere RGD, umf aSt . Vor- 
zugsweise umfafit das Fusionsprotein die Amino sauresecxuenz von 
Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Aminosauren 
unterschiedliche Aminosauresequenz . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Fusionsprotein, das ein HBcAg , ein Zel lpermeabi 1 i ta t - 
vermittelndes Peptid und eine heterologe Bindungsstelle , 
insbesondere RGD, umf aSt . Vorzugsweise umfaSt das Fusions- 
protein die Aminosauresequenz von Fig. 2 oder eine hiervon 
durch eine oder mehrere Aminosauren unterschiedliche 
Aminosauresequenz . 
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Hinsichtlich des Ausdrucks M eine durch eine Oder mehrere 
Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz 11 wird auf 
vorstehende Ausf uhrungen verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Nukleinsaure, die fur ein vorstehendes Fusionsprotein kodiert. 
Die Nukleinsaure kann eine RNA oder eine DNA sein. Bevorzugt 
ist eine DNA, die folgendes umf a£t : 

(a) Die DNA von Fig. 1 oder 2 oder eine hiervon durch ein 
oder mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, oder 

(b) eine mit der DNA von (a)^iiber den degenerierten 
genet ischen Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "eine durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche DNA" 

weist darauf hin, daS diese DNA fur ein Fusionsprotein 
kodiert, das vorgleichbare Element e und Funktionen wie das 
Fusionsprotein von Fig. 1 oder 2 aufweist, sich allerdings von 
der Basensequenz von Fig. 1 oder 2 derart unterscheidet , daS 
in der Aminosauresequenz ein Unterschied von maximal 2 0 %, 
vorzugsweise 10 %, vorliegt. 

^E4-ne-^-r-findungsgemaSe— DNA^a-nn^-3^— so-Xc-h^-ee^r in oiacm V c ktor — 
vorliegen.. Ins be sonde re kann eine erf indungsgemaSe DNA in 
einem Expressionsvektor vorliegen. Beispiele solcher sind dem 
Fachmann bekannt . Im Falle eines Express ionsvek tors fur E. 
coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate , pGEX-2T, pET3b und 
pQE-8. Fur die Expression in Here sind z.B. pYlOO und Ycpadl 
zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen 
z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 , pCEV4 , pC DNA 3 , pKSVIO, pRCMV und pRK5 
anz'ugeben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet 
sich besonders der Bacculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT- 
A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn die erf indungsgemaSe , 
in einem Expressionsvektor voriiegende DNA zu exprimieren. 
Beispiele solcher Zellen umfassen die E . coli-S tamme HB101, 
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DH1, xl776, JM101, JM 109, BL21, SG. 13009 und M15pRep4 / den 
Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae, die tierischen Zellen L, 
NIH 3T3, FM3A, CHO , COS, Vero, HeLa, Hep62 , CCL13 und 2 93, die 
Insektenzellen Sf9 und Sf21 und die Pflanzenzellen Lupinus 
albus . 

Der Fachmann kennt Verfahren und Bedingungen Zellen mit einem, 
die erf indungsgemaSe DNA enthal tenden Express ionsvektor zu 
trans formieren bzw. trans fi zieren und die Zellen zu 
kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
erf indungsgema-fie DNA exprimierte Virus -Protein zu isolieren 
und zu reinigen . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
gegen ein vorstehendes Fusionsprotein gerichteter Antikorper. 
Ein solcher Antikorper kann durch ubliche Verfahren 
hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. monoklonal sein. 
Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
Kaninchen oder Hiihner fur einen polyklonal en und Mause fur 
einen monoklonalen Antikorper, mit dem Fusionsprotein zu 
" immunisieren . Weitere "Booster" der Tiere konnen ebenfalls mit 
dem Fusionsprotein erfolgen. Der poiyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur 
den m onoklro na lere — An-ti-korper — werden — Mi-tz-z-e^bien — de-r — ¥ier-e — mi^b- 
Myelomzellen fusioniert . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Kit. Ein. solcher umfaSt eine oder mehrere der folgenden 
Komponenten : 

(a) ein er f i ndung s gemafie s Fusionsprotein, 

(b) eine erf indungsgemaSe DNA, 

(c) einen erf indungsgemateen Antikorper, sowie 

(d) ubliche Hilfsstoffe, wie Trager, Puffer, Losungsmi ttel , 
Kontrollen, etc. 

Von den einzelnen Komponenten konnen jeweils ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen. Hinsichtlich der einzelnen Ausdrucke wird 
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auf vorstehende Ausfiihrungen verwiesen. 

Die vorliegende Erfindung stellt ein Gentrans f er-Sys tem 
bereit, das spezifisch ist, d.h. mit dem gewunschte Zellen 
5 erreicht und in diese Gene eingefuhrt werden konnen. Die 

Zellen konnen einzeln oder in einem Gewebe vorliegen. Ferner 
konnen die Zellen isoliert oder im Korper eines Individuums 
vorliegen. Somit eignet sich die vorliegende Erfindung fur 
eine ex vivo bzw. in vivo Gentherapie von Zellen bzw. Geweben. 
10 Die Anwendung der vorliegenden Erfindung kann dabei durch 

erf indungsgemafie Antikdrper uberwacht und gesteuert werden. 

Somit stellt die vorliegende Erfindung einen groSen Schritt 
dar gentherapeutische Veranderungen an Zellen bzw. Geweben 
15 gezielt durchzuf iihren . 



Kurze Beschreibung der Zeicimungen. 

20 Fig. 1 zeigt die Aminosaure- und DNA-Sequenzen eines 

erfindungsgemaSen Fusionsproteins , das ein LKBs und 
die heterologe Bindungsstelle RGD umf aSt , wobei 
diese die homolge ersetzt. 



pi-™-- 2" " " zeigt d'i'e Minosaure- '' urid " DNA^S "eque'rTz ; en eines " 
erf indungsgemaSen Fusionsproteins, das ein HBcAg, 
ein Zel lpermeabi 1 i tat-verrni ttelndes Peptid der 
vorstehenden Aminosauresequenz und die heterologe 
Bindungsstelle RGD umfaSt. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachs tehenden 
Beispiele erlautert. 



30 
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Herstellung eines erfindungsgemafien Partikels, 
das ein Fusionsprotein enthalt, welches ein 
LHBs und eine heterologe Bindungss telle umf aSt . 

5 ( A ) Herstellung eines Expressionsvektor, der fur 

samtliche HBV-spezif ischen Pro t eine mit Ausnahme von 
LHBs kodiert. 

Hierzu wird von dem Plasmid pTKTHBV2 (vgl . Will et al . , Proc . 
10 Natl. Acad. Sci . 82^(1985), 891-895) ausgegangen. Dieses 

enthalt zwei Kopien des HBV-Genoms . In einer ersten PCR wird 
ein Fragment von ntHBV2821 (erste TTopie) bis ntHBV2870 (zweite 
Kopie) arnplif iziert . Der forward Primer (nt 2821-2855) weist 
folgende Sequenz auf : CCA TAT TCT TGG GAA CAA GAT ATC CAG CAC 
15 GGG GC. Eine EcoRV-Schni tts telle ist unterstrichen . Das 

Triplett ACG zwischen nt 2849-2852 ersetzt das ATG-Startcodon 
von LHBs. Der backward Primer (nt 2877-2845) weist folgende 
Seqrienz auf: GGA TTG CTG GTG GAA GAT ATC TGC CCC GTG CTG . Eine 
EcoRV-Schnittstelle ist unterstrichen. Das Triplett CGT 
20 zwischen nt 2852-2849 ersetzt das naturliche Triplett CAT. 

Erhaltene PCR- Fragment e werderi mit EcoRV verdaut und liber ein 
praparatives l%iges Agarosegel gereinigt. Ein Fragment der 
Gr6£e von ca . 3,3 kh wird aus dem Gel eluiert und auf bewahrt . 

In einer zwei ten PCR werden ein forward Primer, der eine 
EcoRV-Schni tts telle gefolgt von der nachstehenden Sequenz 
ntHBV2860 (zweite Kopie) -2878 (erste Kopie) (CAG CAC GGG GCA 
GAT ATC TTC CAC CAG CAA TCC) aufweist, und ein backward Primer 
verwendet, der eine EcoRV Schni ttstelle gefolgt von der 
nachstehenden Sequenz ntHBV 2830-2 810 (GC CCC GTG CTG GAT ATC 
ATC TTG TTC CCA AGA ATA TGG) auf weist. Erhaltende PCR- 
Fragroente werden mit EcoRV verdaut und uber ein praparatives 1 
% Agarose-Gel gereinigt. Ein Fragment der erwarteten GroSe 
wird aus dem Gel eluiert und dephosphoryl iert . Dieses Fragment 
wird mi: dem vorstehenden ca. 3.3 kb groSen in eine Ligasere- 
aktion eingesetzt, wodurch der KBV- Expr es s ions vektor 
pTKTHB V2 Lde f erhalten wird. Dieser Expressionsvektor kodiert 
fur samtliche HBV-spezif ischen Proteine mit Ausnahme von LHBs. 
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(B) Herstellung eines Expressionsvektors , der fur ein 
Fusionsprotein kodiert, welches ein LHBs und die 
heterologe Bindungsstelle RGD umfaJSt. 

Ausgehend von dem Plasraid pTKTHBV2 (vgl . vorstehend) wird das 
Fragment ntHBV2990-83 4 durch PCR ampl if i ziert . Der 5 ' -Primer 
weist folgende Sequenz auf : AAA AGA TCT GGC CGT GGC GAA GGA 
GCT GGA GCA TTC . Diese umfaSt eine Bglll-Schnittstelle , 
gefolgt von einem ATG-Startcodon und der fur das Tripeptid 
RGD-kodierenden Sequenz. Der PreSl-spezif ische Leserahmen wird 
genutzt. Der 3' -Primer wiest die foigende Sequenz auf: AAA AGA 
TCT GGT TTA AAT GTA TAC CCA AAG. Diese umfaSt eine Bglll- 
Schni ttstelle . Erhaltene PCR-Fragraente werden mit Bglll 
verdaut . und in den mit Bglll-gespal tenen und 
dephosphorylierten Vektor pCDNA.3 (Invitrogen) inseriert, 
wodurch der Express ionsvektor pCRGDLHBs erhalten wird. Dieser 
Expressionsvektor kodiert flir ein N-terminal verkiirztes LHBs , 
das die RGD-Bindungss telle umf afit . 

(C) Herstellung eines ein Struktur-Gen und ein 
Verpackungs signal aufweisenden Expressionsvektors 

.-Es— wi^U-ei-ne— fur— das— HBV^ 

"S~equenz~~"zTB 7 "n tHBV " 0 - 1" 9 1 4 y " " lELTtels PCR '^pirfi~zi¥rtT"burch'' 
die verwendeten Primer wird eine EcoRV- Schni t ts te 1 1 e 
eingefiihrt. Die Sequenz des forward Primers lautet : CCC GAT 
ATC ATG TCA TCT CTT GTT CAT GTC CTA. Die Sequenz des backward 
Primers lautet: GGG GAT ATC GGT CGA TGT CCA TGC CCC AAA.. 
Erhaltene PCR-Fragmente werden mit EcoRV gespalten und in den 
mit EcoRV gespaltenen und dephosphorylierten Vektor pCDNA.3 
(vgl. vorstehend) inseriert, wodurch der Vektor pcVPHBV 
erhalten wird. Dieser Vektor enthalt das HBV-spezif ische 
Verpackungs signal Epsilon. 

Ausgehend von dem Vektor pCeGFP (Invitrogen), der fur ein 
"green fluorescent protein" unter der Kontrolle des CMV- 
Promotors kodiert, wird die den CMV-Promotor und das GFP-Gen 
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enthaltende Sequenz mittels PCR amplif iziert . Der forward 
Primer hat f olgende Sequenz : GGG GGA TCC CGA TGT ACG GGC CAG 
ATA TAC GCG TTG. Der backward Primer hat f olgende Sequenz: GGG 
GGA TCC GCG GCC GCT TTA CTT GTA. Die verwendeten Primer 
enthalten jeweils eine BamHI-Schni tts telle . Erhaltene PCR- 
Fragmente werden mit BamHI gespalten und in den mit BamHI 
gespaltenen und dephosphorylierten Vektor pCVPHBV (Invitrogen) 
inseriert, wodurch der Express ions vektor pCVPHBVeGFP erhalten 
wird. Dieser Express ionsvektor enthalt das HBV-spezif ische 
Verpackungs signal Epsilon, den CMV- Promo tor und eine fur eGFP 
kodierende Sequenz . 

(D) Herstellung einer Verpackungs zellinie 

Etwa 0.8x10 s KepG2-Zellen werden mit 4/xg von pTKTHBV2Ldef (vgl . 
(A)) und 2 fig pCDNA.3 (vgl. (B) ) mittels Lipofektion 
transf iziert . pCDNA.3 kodiert fur G418 Resistenz. 2h nach 
Transfektion werden die Zellen in ein 700 mg G418/1 
enthaltendes Medium iiberf iihrt . G418 resistende Klone werden 
nach 14d subkul tiviert . Die stabile Integration von 
pTKTHB V2 Lde f wird mittels PCR und Southern Blots nachgewiesen. 
Die Expression des Oberf lachenproteins SHBs von HBV und von 
HBcAg wird mittels spezifischer Antikorper in ELISAS 

n a c hgewieserh frs wd-rd — d-ire — Verpraxrkmrgs ze Hi nie fTepG"2^— 

TKTHBV2 Lde f erhaiten. Diese Zellinie exprimiert samtliche HBV- 
spezif ischen Proteine mit Ausnahme von LHBs. 

(E) Herstellung erfindungsgemafier Partikel 

Etwa 0.8xl0 6 Zellen der Verpackungs zellinie von (D) werden mit 
3 fig von pCRGDLHBs (vgl. (3)) und 3fxg von pCVPHBVeGFP (vgl. 
(B) ) mittels Lipofektion transf iziert-. 72 h nach Transfektion 
weren die Zellen bzw. deren Uberstande gesammelt und einer 
PEG-Fallung unterworfen. AnschlieSend wird eine CsCl- 
Dichtegradienten-Zentrifugation durchgef uhrt . Es werden 
erf indungsgemaSe Partikel in reiner Form erhalten. Diese 
Partikel umfassen samtliche HBV-spezif ischen Proteine mit 
Ausnahme von LHBs , das durch ein RGD-LHBs ersetzt ist. 
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Beispiel 2: Herstellung eines erf indungsgemafien Partikels, 

das ein Fusionsprotein entlialt, welches ein 
HBcAg, ein Zellpermeabilitat-vermittelndes 
Peptid und eine heterologe Bindungss telle 
umfafit . 

Es wird eine fiir ein Zellpermeabili tat-vermittelndes Peptid 
(nachstehend mit ZPP bezeichnet) kodierende DNA verwendet . 
Diese hat folgende Sequenz : XXX AGA TCT ATG CCC ATA TCG TCA 
ATC TTC TCG AGG ATT GGG GAC CCT GGA TCC XXX (X bezeichnet ein 
beliebiges Nukleotid) . Diese weis^- am 5 ' -Ende eine Bglll- 
Schnitts telle, gefolgt von einem ATG-Startcodon und an ihrem 
3 ' -Ende eine BamHI-Schnittstelle auf . Ein doppelstrangiges 
DNA-Molekiil, das auf vorstehender Sequenz basiert, wird mit 
BamHI/Bglir geschnitten und in den mit BamHI-gespal tenen und 
dephosphorylierten Expressionsvektor pCDNA.3 (vgl . vorstehend) 
inseriert, wodurch der Expressionsvektor pCZPP erhalten wird. 

Ferner wird der Expressionsvektor pTKTHBV2 (vgl. vorstehend) 
verwendet, um das Fragment nt-HBV 1861-2136 mitt els PCR zu 
amplif izieren, Der forward- Primer umfafit die folgende Sequenz: 
XXX GGA TCC ACT GTT CAA GCC TCC AAG CTG . Diese umfaSt eine 

_BamHT-Sr:hm' ttstel le gefolgt vo n d er Sequenz ntHB 1 861-18-81. 

Der "backward '"Primer "umfaET'die f b Tgende~"S equeriz ': ~ XXX ~GAS"TTC~ 
TGG ATC TTC CAA ATT AAC ACC CAC CCA. Diese umfa£t eine EcoRI 
Schnittstelle gefolgt von der Sequenz ntHBV 2139-2116. In 
einer zweiten PCR wird das Fragment ntHBV 2140-2480 
amplif iziert , das an seinem 5 1 -Ende mit der fiir das RGD-Motiv 
kodierenden Sequenz erweitert ist. Der forward Primer umfafit 
die folgende Sequenz: XXX GAA TTC CGA GGC GAC GCG TCT AGA GAC 
CTA GTA GTC . Diese urafaSt eine EcoRI-Schnitts telle gefolgt von 
der fur das RGD-Motiv kodierenden Sequenz und der Sequenz 
ntKBV2140-2161 . Der backward Primer umfaSt die folgende 
Sequenz: XXX AAG CTT TCC CCA CCT TAT GAG TCC AAG. Diese umfaSt 
eine Hindlll-Schni tts telle und die Sequenz ntHBV 2480-2460. 

Erhaltene Fragmente beider PCRs werden mit EcoRI gespalten und 
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miteinander ligiert. Das Ligationsprodukt wird als Template 
fur eine weitere PCR verwendet, wobei als forward Primer jener 
der ersten PCR urid als backward Primer jener der zweiten PCR 
verwendet werden. Erhaltene PCR-Fragmente werden mit BamHI/- 
5 Hindlll gespalten und in den mit BamHI/Hindlll-gespaltenen und 

dephosphorylierten Vektor pCZPP inseriert, wodurch der 
Express ionsvektor pCZPPHBcRGC erhalten wird. Dieser 
Express ionsvektor kodiert fur HBcAg, das N-terminal die ZPP- 
Sequenz und im Bereich der Aminosauren 79-82 die RGD-Sequenz 
10 enthalt. 

Des weiteren werden etwa 0.8x-40 6 HepG2-Zellen mittels 
Liopfektion mit Afxg eines fur HBV- Polymerase kodierenden 
Express ionsvektors und mit 2 /-tg pCDN3 transf iziert . Es wird 
15 auf die vorstehende Beschreibung von Beispiel 1, (D) verwiesen. 

Es wird eine mit HepG2 -HBV Pol bezeichnete Zellinie erhalten. 



Etwa 0.8xl0 6 Zellen der Zellinie HepG2 -HBV Pol werden mit 3/ig 
von pCZPPHBc RGC und 3/xg von pCVPHBVeGFP (vgl. Beispiel 1,B) 
20 mittels Lipofektion transf iziert . Es wird auf vorstehende 

Beschreibung von Beispiel 1, (E). verwiesen. Es werden 
erf indungsgemaSe Partikel in reiner. Form erhalten. 

Beispiel 3 : Nacftwe is _ d ejr _ JS x_p r e s^sjj. o n e i n e r in 

25 ' erfindungsgemaJSen Partikeln vorliegender 

Nukleinsaure in Fibroblasten 

Etwa lxlO 9 erf indungsgemafie Partikel von Beispiel 1 (E) bzw. 
Beispiel 2, werden in lOOjil 0,9 % Saline gelost und in die 
30 Schwanzvene von balb/c Mausen inj iziert. 48 h nach Injektion 

wird der Soleus- und der Tibialis anterior Muskel isoliert und 
in einem "tissue tag'* langsam eingefroren. Aus den eingefrore- 
nen Praparaten werden Kryoschnitte angefertigt und diese unter 
einem Fluoreszenzraikroskop bei Blauanregung anaiysiert. 

35 



Es wird eine grune Fluoreszenz in den Fibroblasten erhalten, 
was die Expression des "green fluorescent protein" zeigt. 
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Beispiel 4: Herstellung und Reinigung eines 

erfindungsgemaSen Fusionsproteins 

Es wird das erf indungsgemaSe Fusionsprotein von Fig. 1 
hergestellt. Hierzu wird die DNA von Fig. 1 am 5 • -Ende mit 
einem Bglll-Linker und am 3 ' -Ende mit einem Bglll-Linker 
versehen und mit den entsprechenden Restriktionsenzymen nach- 
gespalten. Das erhaltene Bglll/Bglll-Fragment wird in den Barn- 
Hl-gespaltenen Expressionsvektor pQE8 inseriert, so da£ das 
Expressionsplasmid pQE8 /LHBs erhalten wird. Ein solches 
kodiert fur ein Fusionsprotein -aus 6 Histidin-Res ten (N- 
Terminuspartner) und dem erf indungsgemaSen Fusionsprotein von 
Fig. 1 (C-Terminuspartner) . pQE-8/LHBs wird zur Transformation 
von E.coli SG 13009 (vgl. Gottesman, S. et al . , J. Bacterid. 
148, (1981), 265-273) verwendet . Die Bakterien werden in einem 
L3-Medium mit 100/xg/ml Ampicillin und 25^g/ml Kanamycin 
kultiviert und 4 h mit 60/iM Isopropyl -S-D-Thiogalactopyranosid 
(IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid 
wird eine Lyse der Bakterien erreicht, anschliefiend wird mit 
dem Lysat eine Chromatographie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 
8 M Harnstoff entsprechend der Angaben des Herstellers (Qia- 
gen) des Chromatographie-Materials durchgef lihrt . Das gebundene 
F-us-i-on^o-feeifl^-w- i rd in e-i-nem-^ uf f e r mit pU 3,5 e ^rcrrgrtr: — Narch— 
seiner Neutral is ierung wird das Fusionsprotein einer 18 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterworf en und mit Coomassie- 
Blau angefarbt (vgl. Thomas, J.O. und Kornberg, R.D., 
J.Mol.Biol. 149, (1975), 709-733).. 

Es zeigt sich, da£ ein erf indungsgemaJSes Fusionsprotein in 
hochreiner Form hergestellt werden kann. 

Beispiel 5: Herstellung und Nachweis eines 

erfindungsgemafien Antikorpers 

Ein erfindungsgemaSes Fusionsprotein von Beispiel 4 wird einer 
18 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach 
Anfarbung des Gels mit 4 M Natriumacetat wird* eine 38 kD Bande 
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aus dem Gel herausgeschnitten und in Phosphat gepufferter 
Kochsalzlosung inkubiert . Gel-Stucke werden sedimentiert , 
bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese , der eine Coomassie-Blau- 
Farbung folgt, bestimmt wird. Mit dem Gel-gereinigten 
Fusionspolypeptid werden Tiere wie folgt immunisiert : 



Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im 
Kaninchen 

Pro Immunisierung werden 35 fig Gel^gereinigtes Fusionsprotein 
in 0,7 ml PBS und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund ' s 
Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund ' s Adjuvans) 

Tag 14: 2. Immunisierung ( inkomplettes Freund' s Adjuvans;" 
icFA) 



Tag 28 
Tag 5 6 
Tag 80 



3. Immunisierung { icFA) 

4. Immunisierung (icFA) 

Ausbluten 



Das Serum des Kaninchens wird im Immunoblot getestet. Hierzu 
wird ein erf iadungsgemafies Fusionsprotein von Beispiel 4 einer 
£DS - P o 1 y -a^r-y4.-am4d=Ge-leXe k t r o pho-r-e-s-e — u n-fee r-zo g en — und — a^ — e-i-n- 
Nitrocellulose filter ubertragen (vgl . ~ Khyse-^derFenT~ J 7^ J . 
Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western 
Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al . , Virus Genes 8, 
(1994), 215-229, beschrieben, durchgef iihrt - Hierzu wird das 
Nitrocellulosef ilter eine Stunde bei 37°C mit einem ersten 
Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist das Serum des 
Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten mit 
PBS wird das Nitrocellulosef ilter mit einem zweiten Antikorper 
inkubiert. Dieser Antikorper ist ein mit alkalischer Phospha- 
tase gekoppelter monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen-IgG- 
Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS . Nach 30-minutiger 
Inkubation bei 37°C folgen mehrere Waschschri t te mit PBS und 
anschlieSend die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit 
Entwicklerlosung {36fiH 5' Bromo-4-chlorb-3 -indolylphosphat , 
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400/xM Nitroblau-tetrazolium, lOOmM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM 
NaCl, 5 mM MgCl 2 ) bei Raumtemperatur, bis Banden sichtbar 
werden . 

Es zeigt sich, da£ erf indungsgemaSe , polyklonale Antikorper 
hergestellt werden konnen. 

Inmiunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Hulin 

Pro Immunisierung werden 40/ig Gel-gereinigtes Fusionsprotein 
in 0,8 ml PBS und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's 
Adjuvans eingesetzt . ^ ' 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung { inkomplettes Freund's Adjuvans; 
" icFA) 

Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb werden Antikorper extrahiert und im' Western Blot 
getestet. Es werden erfindungsgemaEe, polyklonale Antikorper 
'nachgewiesen . 
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Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Mans 

Pro Iininunisierung werden 12 fig Gel-gereinigtes Fusionsprotein 
in 0,25 ml PBS und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem 
5 Freund ' s Adjuvans eingesetzt; bei der 4. Immunisierung ist das 

Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund 1 s Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung ( inkomplettes Freund ' s Adjuvans ; 

10 icFA) 

Tag. 56: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 84: 4. Immunisierung (PBS) ^ - 
Tag 87 : Fusion 
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Uberstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. 
Erf indungsgemafie , monoklonale Antikorper werden nachgewiesen . 
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Patentanspriiche 

1. Partikel, umfassend: 

(a) eine Proteinhiille mit einem Fusionsprotein, das ein 
Virus-Protein, ein Zellpermeabili tat-vermi ttelndes 
Peptid und eine heterologe zellspezif ische Bindungs- 
stelle umfaSt, und 

(b) eine in der Proteinhulle vorliegende Nukleinsaure, 
die Sequenzen fur ein Virus-spezif isches 
Verpackungssignal und ein Struktur-Gen aufweist. 

2. Partikel nach Anspruch 1, wobei das Virus-Protein von 
einem Adenovirus, Adeno-assoziierten Virus, 
Vacciniavirus, Baculovirus oder Hepadna-Virus stammt. 

3. Partikel nach Anspruch 2, wobei das Hepadna-Virus ein 
Hepatitis B-Virus ist. 

4. Partikel nach einem der Anspruche 1-3, wobei das Virus- 
Protein ein Oberf lachenpro tein ist. 

5. Partikel nach Anspruch 4,, wobei das Oberf lachenprotein 
e.in_IjHBs ls_t_. : 

6. Partikel nach einem der Anspruche 1-3, wobei das Virus- 
Protein ein Core-Protein ist. 

7. Partikel nach Anspruch 6, wobei das Core-Protein ein 
HBcAg ist. 

8'. Partikel nach einem der Anspruche 1-7, wobei das 
Zellpermeabi 1 i tat- vermi t telnde Peptid die folgende 
Aminosauresequenz aufweist: 

9. Partikel nach einem der Anspruche 1-8, wobei die 
heterologe zellspezi f ische Bindungss telle RGD ist. 
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10. Partikel nach einem der Anspriiche 1-9, wobei das 

Fusionsprotein jenes von Fig. 1 oder 2 ist. 



Verfahren zur Herstellung des Partikels nach Anspruch 1, 
wobei. das Fusionsprotein ein LHBs und eine heterologe 
zellspezif ische Bindungss telle enthalt, umfassend die 
folgenden Verf ahrensschri tte : 

(a) Co-Transfektion von Zellen, die filr ein Heptatitis 
B-Virus-Genom kodieren, wobei diese kein LKBs 
exprimieren, mit einem ersten Expressionsvektor , der 
fur ein Fusionsprotein -kod-iert, das ein LHBs und 
eine heterologe zellspezif ische Bindungss tel le 
umfafit, und mit einem zweiten Expressionsvektor, der 
ein Virus-spezif isches 

Verpackungssignal und ein Struktur-Gen aufweist, und 



20 



35 



(b) Isolierung und Reinigung des Partikels. 

12. Verfahren zur Herstellung des Partikels nach Anspruch 1, 
wobei das Fusionsprotein ein HBcAg, ein 
Zel Ipermeabi 1 i tat-vermi t telndes Peptid und eine 
heterologe zel Ispez i f ische Bindungss telle aufweist, 

umf a ssend d ie fo lgende n Verf flhrpn.q .grhri t- 1-^ • 



(a) Co-Transfektion von Zellen, die fur eine HBV- 
Polymerase kodieren, mit einem ersten 
Expressionsvektor, der fur ein Fusionsprotein 
kodiert, das ein HBcAg, ein Zellpermeabili tat- 
30 vermit telndes Peptid und eine heterologe 

zellspezif ische Bindungsstelle umf a£t , und mit einem 
zweiten Expressionsvektor, der ein Virus- 
spezif isches Verpackungssignal und ein Struktur-Gen 
aufweist, und 



(b) Isolierung und Reinigung des Partikels. 



13. Fusionsprotein, umfassend ein Vi rus - Pro te in , ein 
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Zellpermeabiiitat-vermittelndes Peptid und eine 
heterologe zellspezif ische Bindungss telle . 

14. Fus ionsprotein nach Anspruch 13, umfassend die 
Aminosauresequenz von Fig. 1 oder 2 oder eine hiervon 
durch . ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche 
Aminosauresequenz-. 

15. DNA, kodierend fur das Fusionsprotein nach Anspruch 13. 

16. DNA, kodierend fur das Fusionsprotein nach Anspruch 14, 
: umfassend: - 

(a) Die DNA von Fig. 1 oder 2 oder eine hiervon durch 
15 ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, 

oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten 
gentischen Code verwandte DNA. 



10 



20 



17. Expr e s s i ons vek tor , kodierend fur die DNA nach Anspruch 
16 . 

_1_8_. y_exwe.ndung des Partikels nach n ^m der Anspruche 1-10 



"25 " " "" "" " " " "z uir Geh t her api e " vbh" Z e 1 le h " u rid " Geweben ~ " 
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atgggccgtggcgaaggagctggagcattcgggctgggtttcaccccaccgcacggaggccttttg 
gggtggagccctcaggctcagggcatactacaaactttgccagcaaatccgcctcctgcctccacc 
aatcgccagacaggaaggcagcctaecccgctgtctccacctttgagaaacactcatcctcaggcc 
atgcagtggaattccacaacctttcaccaaactctgcaagatcccagagtgagaggcctgtatttc 
cctgctggtggctccagttcaggagcagtaaaccctgttccgactactgcctctcccttatcgtca 
atcttctcgaggattggggaccctgcgctgaacatggagaacatcacatcaggattcctaggaccc 
cttctcgtgttacaggcggggtttttcttgttgacaagaatcctcacaataccgcagagtctagac 
tcgtggtggactcctctcaattttctagggggaactaccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtcc 
ccaacctccaatcactcaccaacctcctgtcctccaacttgtcctggttatcgctggatgtgtctg 
cggcgttttatcatcttcctcttcatcctgctgctatgcctcatcttcttgttggttcttctggac 
tatcaaggcatgttgcccgtttgtcctctaattccaggatcctcaaccaccagcacgggaccatgc 
.cgaacctgcatgactactgctcaaggaacctctatgtatrcctcctgttgctgtaccaaaccttcg 
"gacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcctgggctttcggaaaattcctatgggagtgg 
gcctcagcccgtttctcctggctcagtttactagtgccatttgttcagtggttcgtagggctttcc 
cccac tgtttggctttcagttatatggatgatgtggtattgggggccaagtctgtacagcatcttg 
agtccctttttaccgctgttaccaattttcttttgtctttgggtatacatttaaacc 



MG RGD GAGAFGLGFTPPHGGIjLGWSPQAQGILETLPANPPPASTNRQSGRQPTPLSPPLRNTHPQA 
MQWNSTTFHQTLQDPRWGLYFPAGGSSSGTVNPVPTTVSPISSIFSRIGDPALmENITSGFLGP 
LLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTSGPPTCPGYRWMCL 
RRFIIFLFILLIiCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCTKPS 

DGNCTC I P I PS S WAFGKFLWEWAS ARFSWLS LL VPFVQWFVGLS PTVWLS VI WMMWYWGPSLYS I L 

' SPFLPLLPLFFLCLWVYI_.._ - 



FIG.l 



ERSA TZBLA TT (KEGEL 26) 
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atgcccatatcgtcaatcttctcgaggattggggaccctggatccactactgttcaagcctccaag 
ctgtgccttgggtggctttggggcatggacatcgacccttataaagaatttggagctactgtggag 
ttactctcgtttttgccttctgacttctttccttcagtacgagatcttctagataccgcctcagct 
ctgtatcgggaagccttagagtctcctgagcattgttcacct caeca tactgcactcaggcaagca 
attctttgctggggggaactaatgactctagctacctgggtgggtgttaatttggaagatccagaa 
ttccgaggcgacgcgtctagagacctagtagtcagttatgtcaacactaatatgggcctaaagttc 
aggcaactcttgtggtttcacatttcttgtzctcacttttggaagagaaaccgttatagagtatttg 
gtgtctttcggagtgtggattcgcactcctccagcttatagaccaccaaatgcccctatcctatca 
acacttccggaaactactgttgttagacgacgaggcaggtcccctagaagaagaactccctcgcct 
cgcagacgaaggtctcaatcgccgcgtcgcagaagatctcaatctcgggaacctcaatgttagtat 
tec 



M PLSSIFSRIGDP TVQASKLCLGWLWGMDIDPYKEFGATVELLSFLPSDFFPSVimLLDTASALYR 
EALESPEHCSPHHTALRQAILCTGELMTIA^^ 

LWFHI S CLTFGRETVIEYLVS FGVWI RTP PAYRP PNAP I LSTLPETTWRRRGRS PRRRTPS PRRR 
RSQSPRRRRSQSREPQC 



Fig. 2 



ERSA TZBLA TT (KEGEL 26) 
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S EQUEN Z P ROTOKO LL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
( i } ANMELDER : 

(A) NAME: Dr. Eberhardt Hildt, Klinikum Rechts d. Isar 

(B) STRASSE: Ismaninger Str . 

(C) ORT: Muenchen 

( E ) LAND : Deu t s chl and 

(F) POSTLEITZAHL: 81675 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Partikel zur Gentherapie 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 19 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 
<B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRI EBS SYSTEM : PC - DOS /MS - DOS— . 

(D) SOFTWARE : Patentln Release #1.0, Version' #1 . 3 0 (EPA) 

{v) DATEN DER JET Z I GEN ANMELDUNG : 

ANMELDENUMMER : DE 19 9 04 800.2 



{ 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 47 Aminosauren 
(3) ART: Aminosaure 
(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Pepcid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 



- Me.t-..Gly-Arg Gly.-Asp~.Gly_.Ala-.- Gly- -Ala-Phe-Gly— Leu-G-l-y-- Phe-Thr-Pro- -— * - - 

15 10 15 

Pro His Gly Gly Leu Leu Gly Trp Ser Pro Gin Ala Gin Gly lie Leu 
20 25 30 

Glu Thr Leu Pro Ala Asn Pro Pro Pro Ala Ser Thr Asn Arg Gin Ser 
35 40 45 

Gly Arg Gin Pro Thr Pro Leu Ser Pro Pro Leu Arg Asn Thr His Pro 
50 55 60 

Gin Ala Met Gin Trp Asn Ser Thr Thr Fhe His Gin Thr Leu Gin Asp 
65 70 75 30 

Pro Arg Val Arg Gly Leu Tyr Phe Pro Ala Gly Glv Ser Ser Ser Gly 
85 90 " 95 

Thr Val Asn Pro Val Pro Thr Thr Val Ser Pro He Ser Ser He Phe 
100 105 110 

Ser Arg He Gly Asp Pro Ala Leu Asn Met Glu Asn He Thr Ser Gly 
115 120 125 
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Phe Leu Gly Pro Leu Leu Val Leu Gin Ala Gly - Phe Phe Leu Leu Thr 
130 135 14Q 

Arg lie Leu Thr He Pro Gin Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu 
145 150 155 160 

Asn Phe Leu Gly Gly Thr Thr Val Cys Leu Gly Gin Asn Se- Gin Ser 
165 170 175 

Pro Thr Ser Asn His Ser Pro Thr Ser Cys Pro Pro Thr Cvs P^o Glv 
180 185 i| 0 * y 

Tyr Arg Trp Met Cys Leu Arg Arg Phe He He Phe Leu Phe II- Leu 
195 200 205 

Leu Leu Cys Leu He Phe Leu Leu Val Leu Leu Astd Tyr Gin Gly Met 
210 215 220 

Leu Pro Val Cys Pro Leu He Pro Gly Ser Ser Thr Thr Ser Thr Gly 
225 230 * 235 240 

Pro Cys Arg Thr Cys Thr Thr Pro Ala Gin Gly Thr Ser Met Tyr Pro 
245 250 255 

Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro Ser Asp Gly Asn Cys Th- Cvs He ^ro 
260 265 270 

He Pro Ser Ser Trp Ala Phe Gly Lys Phe Leu Tro Glu T-o A" 1 a Ser 
275 280 "285 " 

Ala Arg Phe Ser Trp Leu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val Gin Tro Phe 
290 295 300 

Val Gly Leu Ser Pro Thr- Val Tro Leu Ser Val He ^rp Met Met T-td 
305 310 315 * 

Tyr Trp Gly Pro Ser Leu Tyr Ser. He Leu Ser Pro Phe Leu P-o Leu 
325 330 335 

Leu Pro lie Phe Phe Cys Leu Trp Val Tyr He 
340 345 



( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2 : 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 215 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCKREI3UNG : SEQ ID NO : 2: 

Met Pro Leu Ser Ser He Phe Ser Arg He Glv Ast> Pro Thr Val Gin 
15 10 15 

Ala Ser Lys Leu Cys Leu Gly Trp Leu Trp Gly Met Aso He Aso P^o 
20 25 30 

Tyr Lys Glu Phe Gly Ala Thr Vai Glu Leu Leu Ser Phe Leu P^o Se- 
35 40 45 
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Asp Phe Phe Pro Ser Val Arg Asp Leu Leu Asp Thr Ala Ser Ala Leu 
50 55 60 

Tyr Arg Glu Ala Leu Glu Ser Pro Glu His Cys Ser Pro His His Thr 
65 70 75 80 

Ala Leu Arg Gin Ala lie Leu Cys Trp Gly Glu Leu Met Thr Leu Ala 
35 90 95 

Thr Trp Val Gly Val Asn Leu Glu Asp Pro Glu. Phe Arg Gly Asp Ala 
100 105 no 

Ser Arg Asp Leu Val Val Ser Tyr Val Asn Thr Asn Met Gly Leu Lys 
115 120 125 

Phe Arg Gin Leu Leu Trp Phe His lie Ser Cys Leu Thr Phe Gly Arg 
130 135 140 

Glu Thr Val lie Glu Tyr Leu Val Ser Phe Gly Val Trp He Arg Thr 
145 150 ^ -155 150 

Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro He Leu Ser Thr Leu Pro 
165 170 175 

Glu Thr Thr Val Val Arg Arg Arg Gly Arg Ser Pro Arg Arg Axg Thr 
180 185 190 

Pro Ser Pro Arg Arg Arg Arg Ser Gin Ser Pro Arg Axg Arg Arg Ser 
195 200 205 

Gin Ser Arg Glu Pro Gin Cys 
210 215 



{ 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 663 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
CO S'TKANGFOKM : Kinzels trang 

- - - -(D) - TOPOLOGIE:"'linear- 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(xi) SEQUEMZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 3: 

ATGCCCATAT CGTCAATCTT CTCGAGGATT GGGGACCCTG GATC CACTAC TGTTCAAGCC 6 0 

TCCAAGCTGT GCCTTGGGTG GCTTTGGGGC ATGGACATCG ACCCTTATAA AGAATTTGGA 12 0 

GCTACTGTGG AGTTACTCTC GTTTTTGCCT TCTGACTTCT TTCCTTCAGT ACGAGATCTT ISO 

C TAGAT ACCG CCTCAGCTCT GTATCGGGAA GCCTTAGAGT CTCCTGAGCA TTGTTCACCT 2 40 

CACCATACTG CACTCAGGCA AGCAATTCTT TGCTGGGGGG AACTAATGAC TCTAGCTACC 3 00 

TGGGTGGGTG TTAATTTGGA AGATCCAGAA TTCCGAGGCG AC GC GTC TAG AGACCTAGTA 3 60 

GTCAGTTATG TCAACACTAA TATGGGCCTA AAGTTCAGGC AACTCTTGTG GTTTCACATT 42 0 

TCTTGTCTCA CTTTTGGAAG AGAAACCGTT ATAGAG T ATT TGGTGTCTTT CGGAGTGTGG 4 80 
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ATTCGCACTC CTCCAGCTTA TAGACCACCA 
ACTACTGTTG TTAGACGACG AGGCAGGTCC 
CGAAGGTCTC AATCGCCGCG TCGCAGAAGA 
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AATGCCCCTA TCCTATCAAC ACTTCCGGAA 54 0 

CCTAGAAGAA GAACTCCCTC GCCTCGCAGA 600 
TCTCAATCTC GGGAACCTCA ATGTTAGTAT 660 

663 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 1047 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREXBUNG : SEQ ID NO : 4: 



ATGGGCCGTG 


GCGAAGGAGC 


TGGAGCATTC 


GGGCTGGGTT 


TCACCCCACC 


GCACGGAGGC 


60 


CTTTTGGGGT 


GGAGCCCTCA 


GGCTCAGGGC 


ATACTACAAA 


CTTTGCCAGC 


AAATCCGCCT 


120 


CCTGCCTCCA 


CCAATCGCCA 


GACAGGAAGG 


CAGCCTACCC 


CGCTGTCTCC 


AC C TTTGAG A 


180 


AACACTCATC 


CTCAGGCCAT 


GCAGTGGAAT 


TCCACAACCT 


TT C AC CAAAC 


TCTGCAAGAT 


240 


C C C AG AG TG A 


GAGGCCTGTA 


TTTCCCTGCT 


GGTGGCTCCA 


GTTCAGGAGC 


AGTAAAC CCT 


300 


GTTCCGACTA 


CTGCCTCTCC 


CTTATCGTCA 


ATCTTCTCGA 


GGATTGGGGA 


CCCTGCGCTG 


360 


AACATGGAGA 


ACATCACATC 


AGGATTCCTA 


GGACCCCTTC 


TCGTGTTACA 


GGCGGGGTTT 


420 


TTCTTGTTGA 


CAAGAATCCT 


CACAATACCG 


CAGAGTCTAG 


ACTCGTGGTG 




4R0 


AAYttVcT AG * 


"ggggaactac 


CGTGTGTCTT 


"g^caaaatt" 


CGCAGTCCCC 


'aacctccaat 


54 0 


CACTCACCAA 


CCTCCTGTCC 


TCCAACTTGT 


CCTGGTTATC 


GCTGGATGTG 


TCTGCGGCGT 


600 


TTTATCATCT 


TCCTCTTCAT 


CCTGCTGCTA 


TGCCTCATCT 


TCTTGTTGGT 


TCTTCTGGAC 


660 


TATCAAGGTA 


TGTTGCCCGT 


TTGTC CTCT A 


ATTCCAGGAT 


CCTCAACCAC 


CAGCAC GGG A 


720 


CCATGCCGAA 


C C TGCATG AC 


TACTGCTCAA 


GGAACCTCTA 


TGTATCCCTC 


CTGTTGCTGT 


780 


AC C AAACCTT 


CGGACGGAAA 


TTGCACCTGT 


ATTCCCATCC 


CATCATCCTG 


GGCTTTC GGA 


840 


AAATTC CT AT 


GGGAGTGGGC 


CTCAGCCCGT 


TTCTCCTGGC 


TCAGTTTACT 


AGTGCCATTT 


900 


GTTCAGTGGT 


TCGTAGGGCT 


TTCCCCCACT 


GTTTGGCTTT 


CAGTTATATG 


GATGATGTGG 


960 


TATTGGGGGC 


CAAGTCTGTA 


CAGCATCTTG 


AGTCCCTTTT 


TACCGCTGTT 


ACCAATTTTC 


1020 


rprp/prj-iQrpQrjirn/ji 


GGGTATACAT 


TTAAACC 








1047 



WO 00/46376 



5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) £ EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 3 5 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtiLS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 5: 
CCATATTCTT GGGAACAAGA TATCCAGCAC GGGGC 



{ 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6 : . _ 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 6: 
GGATTGCTGG TGGAAGATAT CTGCCCCGTG CTG 



( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 7 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 
{B> ART: Nucleotid 

(C) _STRANGFORM: Einzelstrang _ 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: 
CAGCACGGGG CAGATATCTT CCACCAGCAA TCC 



( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 8 Basenpaare 
(3) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 8: 



GCCCCGTGCT GGATATCATC TTGTTCCCAA GAATATGG 



38 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 3 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einz el Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 9:^ " 
AAAAGATCTG GCCGTGGCGA AGGAGCTGGA GCATTC 3 6 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 0 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
AAAAGATCTG GTTTAAATGT ATACCCAAAG 3 0 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 3 3 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einz el Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "PrrLmer" 



( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 12 : 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 3 0 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 



(xi) 



SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 11: 



CCCGATATCA TGTCATCTCT TGTTCATGTC CTA 



33 
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(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) 



ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) 



SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 12: 



GGGGATATCG GTCGATGTCC ATGCCCCAAA 



30 



(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 13: 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 3 6 Basenpaare . 
fB) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
GGGGGATCCC GATGT AC GGG C C AGATAT AC GCGTTG 3 6 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = " Primer" 



( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 
(3) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einz el Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREI3UNG : /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG : SEQ ID NO: 15: 
NNNAGATCTA TGCCCATATC GTCAATCTTC TCGAGGATTG GGGACCCTGG ATCCNNN 57 



— - -™ (-xi--)— SEQUENZ BESCHRE-IBUNG : — SEQ-ID- NO : - —1 4r 



GGGGGATCCG CGGCCGCTTT ACTTGTA 



27 
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( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
NNNGGATCCA CTGTTCAAGC CTCCAAGCTG 30 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: _ 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 3 6 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 17: 
NNNGAATTCT GGATCTTCCA AATTAACACC CACCCA 3 6 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
* " (A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nucl eotid 

(CTJ STRANGFORM: Einzeistrang 
""""" "-"(D'r""TOPOLOGIE':~rinear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
NNNGAATTCC GAGGCGACGC GTCTAGAGAC CTAGTAGTC 3 9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 0 Basenpaare 
(3) ART: Nucleonid 
(C) STRANGFORM : Einzel st rang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
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NNNAAGCTTT CCCCACCTTA TGAGTCCAAG - 3 0 
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V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
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Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00363 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts al$ "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaiten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-18 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-18 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Felder I- VI II, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/00363 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspriiche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Beriicksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthatten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichttich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspriiche 5-8,10-12 

Nein: Anspriiche 1-4,9,13-18 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspriiche 

Nein: Anspriiche 1-18 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspriiche 1-17 

Nein: Anspriiche 18: siehe SEKTION VIII/3). 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur international Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspriiche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspriiche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestiitzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Fomnblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vltl, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00363 



SEKTION V 

(Die Argumente der Anmelderin wurden beim Abfassen des vorliegenden IVPBs 
berucksichtigt.) 

Partikel gemal3 Anspruch 1 , d.h. deren Proteinhulle ein Zellpermeabilitat- 
vermittelndes Peptid enthalt sind im zur Verfugung stehenden Stand der Technik 
nicht explizit erwahnt. Dennoch scheinen die Partikel, welche in den im 
Recherchenbericht als X-Dokumente klassifizierten Entgegenhaltungen (WO 
93/20221 (1), WO 97/24453 (2) und Dmitriev I. et al. Journal of Virology (3) 
beschrieben sind fur den Gegenstand vorliegender Anspruche 1-4,9. 13-18 
neuheitsschadlich zu sein, denn aus (3) ist ersichtlich, dass das RGD Motif nicht 
nur als heterologe Bindungsstelle fungiert sondern auch den Gentransfer 
verbessert (siehe (3), Seite 9710, rechte Spalte, letzter Absatz). Dieses 
Phanomen lasst den Ruckschluss zu, dass das RGD Motif offensichtlich nicht nur 
als zellspezifische Bindungsstelle sondern auch als Zellpermeabilitat- 
vermittelndes Peptid im Sinne der Anmeldung (siehe Seite 2, Zeile 25++) fungiert. 
Diese Annahme wird ferner durch vorliegendes Beispiel 1 gestutzt, in dem ein 
erfindunqsgemaftes Partikel hergestellt wird, welches lediglich ein 
Oberflachenprotein (LHB) mit einer heterologen RGD-Bindungsstelle enthalt. 
Ferner wird festgestellt, dass der Wortlaut vorliegenden Anspruchs 1("umfassed", 
"umfasst" und "aufweist") in dem Sinne von "enthaltend" und nicht "bestehend 
aus", gelesen wird. 

Demnach kann momentan Neuheit der Anspruche 1-4, 9, 13-18 nicht anerkannt 
werden. 

Daher erfullen diese Anspruche nicht die Erfordernisse der Art. 33(2)(3) PCT. 

Die restlichen Anspruche scheinen im Hinblick auf den zur Verfugung stehenden 
Stand der Technik neu zu sein. Der Gegenstand dieser Anspruche kann jedoch 
lediglich als fur einen Fachmann naheliegende Ausfuhrungsform betrachtet 
werden, die auf keiner erfinderischen Tatigkeit beruht. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/00363 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



SEKTION VIII 

1) . Der funktionelle Begriff "Zellpermeabilitat-vermittelndes Peptid" sollte aus 

Grunden der Klarheit durch ein technisches Merkmal (Sequenz) erganzt werden. 

2) . Anspruch 8 ist unvollstandig und damit unklar. 

3) . Der im Anspruch 14 verwendete Begriff "oder eine hiervon durch ein oder 

mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz" macht den 
Schutzumfang dieses Anspruchs unklar (Art. 6 PCT). 

4) . Der Anspruch 1 8 bezieht sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung dieser 

Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die gewerbliche 
Anwendbarkeit des Gegenstands dieses Anspruchs kein Gutachten erstellt 
(Artikel 34(4) a) (i) PCT). 



Fomiblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA-April 1997) 



PPT WELTORGANISATFON FOR .GEISTOS ^r^ITUM 

1V __ T ^~'~ T . Internationalts Buro ^^^^ 

^™ ATI0NALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER dtf 
INTERNATIONALE ZUS AMM EN ARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTV^SENS (PCD 



(51) Internationale. Patentklassifikalion 7 : 

C12N 15/36, C07K 14/02, C12N 15/62, 
C07K 19/00, C12N 15/87 



A3 



(11) Internationale VerofFenUichiingsnummer: WO 00/46376 

K). August 2000 (10.08.00) 



(43) Internationales 

Veroffentiichungsdatum: 



(21) Internationales Aktenzeicben: PCT/DEOO/00363 

(22) Internationales Anmeldedatum: 4. Februar 2000 (04.02.00) 



(30) Prioritatsdaten: 
199 04 800.2 



5. Februar 1999 (05.02.99) 



DE 



(71) (72) Anmclder und Erfinder: HILDT, Eberhard [DE/DE]; 
Robert Koch Institut, Nordufer 20, D- 13353 Berlin (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): HOFSCHNEIDER, Peter 
[DE/DE]; Nordliche Auffahrtsallee 65, D-80638 Mlinchen 
(DE). 

(74) Anwalt: HUBER, Bernard; Huber & Schiissler, Truderinger 
Strasse 246, D-81825 MUnchen (DE). 



(54) Title: PARTICLES FOR GENE THERAPY 
(54) Bezeichming: PARTI KEL ZUR GENTHERAPrE 



(81) Bestimmungsstaaten: US, europaisches Patent (AT BE CH 
CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU,'mC NL 
PT, SE). * * 



Veroffentlicht 

Mil internaiionatem Recherchenbericht. 

(88) Veroffentiichungsdatum des internationaien Recherchenbe- 
r 'chts: 1 6. November 2000 ( 1 6. i 1 .00) 



(57) Abstract 

nerm^ni!!;^!! 01 ; fClateS ^ P^clw comprising: a) a protein membrane with a fusion protein which comprises a virus protein, a cell- 
m ™ h ™ *"h £ PCP ^ and / heter0, °e ous cell-specific binding site; and b) a nucleic acid which is contained in the protein 
membrane and presents sequences for a virus-specific packaging signal and a structural gene. Hepatitis B virus particles expressing a 

IS^^^T- Pr : f T Cd ' Whercby I hC PrCSl d ° main " CXChanged f ° r thc al P ha5betal ^ binding ESfof 
h PatI lT B v '™ P^ Icies ^ontam a fusion protein that includes the PreS2 domain, the HBV core profein and the 

SSSfl /m r 1 10 "! 0 u lf!ed tissue ' s P ccific attachment.^ invention also relates, to methods for producing such 

particles, means suitable for this purpose and the use of the particles in gene therapy. 

(57) Zusammenfassung 

MlJOl^""*' ^' 1 i n , dUn8 D bCtt f P f likel ' umfassend: < a ) eine P^'einhOUe mil einem Fusionsprotein, das ein Virus-Protein, ein 
™ StaZfS v, 7 ttcl " des / e P ,1<i und e,ne zellspezifische Bindungsstelle umfasst, und (b) eine in der Proteinic 

"^S Nuklemsiure d,e Sequent fllr ein Virus-spezifisches Verpackungssignal und ein Struktur-Gen aurweist. Bevorzugt sind 
%ZT£ l 7r H d ' e em ^ komb ' nanles LHB P^ein) exprimieren, bei dem die PreSl Domaine gegen die alphSbetal 

I Si „f H« HBV ^ ronekun ^"' Hepatitis B Viruspartikel, die ein FusionsproteVemhaJ, das die 

el " al P ha5b «*> Domaine umfassen um eine veranderte gewebespeziflsche Anheft\mg der 
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A. KLASSJFlZtERUNG DESANMELDUNGSGEGEMST ANDES 

IPK 7 C12N15/36 C07K14/02 C12N15/62 C07K19/00 C12N15/87 



Nach der Intemationalen Patentktassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHEHCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikatjonssystem und KlassifikationssymboJe ) 

IPK 7 C12N C07K A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mndestprutstoff geborende VerdtfentJichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Oatenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, STRAND, BIOSIS 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teite 



WO 93 20221 A (YOUNG ALEXANDER T) 
14. Oktober 1993 (1993-10-14) 
Seite 5, Zeile 16 -Seite 7, Zeile 17; 
Anspruche 1-3,9,10,14-17,22,23 

DMITRIEV I. ET AL.: "An Adenovirus Vector 
with Genetically Modified Fibers 
Demonstrates Expanded Tropism via 
Utilization of a Coxsackievirus and 
Adenovirus Receptor-Independent Cell Entry 
Mechanism" 

JOURNAL OF VIROLOGY, 

Bd. 72, Nr. 12, Dezember 1998 (1998-12), 
Seiten 9706-9713, XP002144482 
Seite 9710, Spalte 2, Zeile 26 -Seite 
9712, Spalte 1, Zeile 6; Abbildung 8 

-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1-4,13, 
15,18 



1,2,4,9, 
13,15,18 



Weitere Veroffenttichungen sind der Fortsetzung von Fefd C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patenttamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen V e roff en tUch ungen 

'A" Veroffentlichung, die den allgem einen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E* after es Ookument. das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

*L" Verorfenfltchung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhalt er- 
scheinen zu I ass en, oder durch die das Veroff entlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung befegt werden 
soli oder die a us ernem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgetuhrt) 

*0" Veroffentlichung, die sfch auf eine mundJiche Off enbarung, 

eine Benutzung. eine Aussteflung oder andere Maflnahmen bezieht 

*P* Veroffentlichung. die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroff entlicht worden ist 



T" Spat ere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeltegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kartn allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfrnderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden . 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffenttichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmarm naheHegend ist 

'&* VeroffentJichung, die MitgJied dersetben Patenttamilie ist 
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91-96, XP004036853 
ISSN: 0168-1656 
das ganze Dokument 



1,2,4, 
13,15,18 



1-18 



1-18 



Formtolan PCT-1SA/210 (Fortsotrung von Blaft 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER F HERCHENBERICHT 

Angaben zu Verdffenttichurx^i, die zt .oen Patentfamilte gehoren 



lntffl .es Aktenzetchen 

PCT/DE 00/00363 



lm Recherchenbericht 


I Datum der 


Mitglied(er) der 


Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


Veroffentiichung 


Patentfamilie 


Veroffentlichung 



WO 9320221 



W0 9724453 



14-10-1993 



10-07-1997 



AU 
CA 
EP 
JP 

EP 



3940293 A 
2133411 A 
0633943 A 
7505773 T 

0880596 A 



08-11-1993 
14-10-1993 
18-01-1995 
29-06-1995 

02-12-1998 



Fdnnbtan PCTVISA/210 (Anhang Patonrtamtli*)(Jue \992) 



